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RESUMO

As Células de Energia Microbioldgicas (CEMs) sdo uma
tecnologia promissora na gera¢do de bioeletricidade a
partir de biomassa usando bactérias, ou seja,
convertendo residuos em produtos energéticos. Este
estudo usou uma camara de CEM simples e amostras de
efluente de uma estagdo de tratamento de efluentes
municipal para converté-las em energia. De forma a
verificar a eficiéncia da CEM, cinco camaras simples
foram utilizadas, cada uma com sua propria
conformidade de material anddico. As camaras
consistiram em quatro Discos de Carbono (DC) com
composicdes varidveis de carbono e uma Escova de Fibra
de Carbono (EFC). As densidades de poténcia maxima de
EFC, DC1 e DC2 mostraram uma tendéncia decrescente,
sendo  esta 24mW/m3, 20mW/m3, 8mW/m?3,

respectivamente. A andlise da comunidade
microbioldgica foi realizada para comparar a composigdo
microbioldgica encontrada em cada camara e identificar
uma possivel relagdo na geragdo de bioeletricidade. Os
resultados, através da Clonagem Shotgun e DGGE,
mostraram que os microrganismos na camara EFC foram
0s que variaram mais. Uma vez que ambos os grupos
Geobacter e Chlorobium foram identificados como os
mais predominantes, uma analise por q-PCR foi
conduzida. A porcentagem entre os grupos foi de 80, 92
e 95% para Chlorobium e 55, 25 e 10% para Geobacter nas
camaras EFC, DC1 e DC2, respectivamente. A relagdo
simbidtica de Chlorobium e Geobacter pode ser a chave
para se aumentar a quantidade de eletricidade produzida
biologicamente com este tipo de efluente.

tratamento de efluentes.

PALAVRAS-CHAVE: células de energia microbioldgica, analise de comunidade bacteriolégica, bioenergia,

MICROBIAL COMMUNITY ANALYSIS AND ELECTRICITY GENERATION OF
MICROBIAL FUEL CELLS WITH DIFFERENT ANODIC MATERIALS

ABSTRACT

Microbial Fuel cells (MFC) represent a promising
approach for bioelectricity generation from biomass
using bacteria as they convert waste to energy products.
This study used a single chamber MFC and wastewater
samples from a municipal wastewater treatment facility
to convert energy. To verify the efficiency of MFC, five
single chambers were used each with its corresponding
anodic material. Chambers consisted of five carbon disks
(CD) with different composition of carbon and a carbon
fiber brush (CFB). The maximum power densities of CFB,
CD1 and CD2 showed a decreasing trend, being 24mW/
m3, 20 mW/m3, 8 mW/m3, respectively. Microbial
community analysis was carried out to verify the

microbial composition of each chamber and thus,
correlate the types of bacteria found with higher
bioelectricity generation. Results from Shotgun cloning
and DGGE showed that microorganisms in the CFB
chamber varied the most. Since both Geobacter and
Chlorobium species were found to be most predominant
in both analyses a Q-PCR was carried out for both genes.
Results showed that the gene ratio was 80, 92 and 95%
for Chlorobium and 55, 25 and 10% for Geobacter to
chambers CFB, CD1 and CD2, respectively. A higher ratio
in the symbiotic relationship of Chlorobium and
Geobacter may be the key for higher bioelectricity
generation for this type of wastewater sample.

KEYWORDS: microbial fuel cells, microbial community analysis, bioenergy, wastewater treatment.
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1 INTRODUCAO

A bactéria pode oxidar um substrato e, através da transferéncia de elétrons na membrana
celular, é possivel produzir eletricidade (Bond & Lovley, 2003; Das & Mangwani, 2010; Katuri &
Scott, 2010; Liu et al., 2004; Lovley, 2006; Potter, 1911; Rabaey et al., 2004). O sistema em que
essa producdo de corrente acontece é chamado de Células de Energia Microbioldgicas (CEMs). De
acordo com alguns autores (Fricke et al., 2008; Hu, 2008; Lovley, 2009; Sun et al., 2009; Torres,
2012), a taxa lenta de conversao dessas CEMs em combustivel faz com que seu uso apresente um
desafio ao se aumentar a escala operacional do processo.

No entanto, pesquisas nas ultimas décadas (Baron et al., 2009; Cho et al., 2008; Greenman
et al., 2009; Lee et al., 2010; Lloyd et al., 2003; Murali et al., 2013; Pant et al., 2010; Sun et al.,
2011), mostraram uma perspectiva promissora para o uso de CEMs na comercializagao,
principalmente devido as outras possiveis aplicagcdes para as CEMs além de fontes de energia. Um
exemplo da aplicagdo dessa mesma habilidade de producdo de corrente pode ser adaptado para
o tratamento de contaminantes recalcitrantes, por exemplo (Greenman et al.,, 2009; Huang &
Logan, 2008; Jia et al., 2008; Kim et al., 1999; Li & Jia, 2008; Liu et al., 2004; Murali et al., 2013;
Rezaei et al., 2008; Shizas & Bagley, 2004; Zuo et al., 2006). O principio das CEMs consiste na
transferéncia do préton do anodo ao catodo. Um sistema redox conduzido pelos microrganismos
é formado no qual, de forma geral, o substrato doa elétrons para o 0, (1) e (2).

Reacdo anddica: Substrato + H,O = 2CO; + 2H* + 8e” (1)
Reacdo catddica: Oz + 4e” + 4H* & 2H,0 (2)

Pesquisas relacionadas ao grupo das Geobacter e o uso da bioldgica molecular como alvo
de estudo vém crescendo nas ultimas décadas (Lovley, 2009; Marsili et al., 2008; Qian & Morse,
2011; Richter et al.,, 2009; Sharma & Kundu, 2010), contudo, poucos pesquisadores se
concentraram em outros grupos bacterioldgicos relacionados as CEMs. A referéncia (Sun et al.,
2011) descreveu a composicdo biolégica das CEMs inoculadas por lodo ativado de estacbes de
tratamento de efluentes. Suas principais descobertas foram as populacbes de Geobacter,
Thiococcus e Acitenobacter. Portanto, estudos envolvendo diferentes tipos de anodos e
comunidade biolégica que é predominante em cada tipo de anodo devem ser realizados de
maneira a aumentar e ampliar a aplicacdo pratica das CEMs.

O propdsito deste estudo foi identificar quais microrganismos tiveram maior importancia
no processo de geracdo de energia. Nesse contexto, a andlise de comunidade microbiolégica foi
realizada e identificada nas cdmaras de CEM usando dois tipos de material anddico (discos de
carbono grafitico e escova), comparando os resultados dos métodos de biblioteca de genes para a
seguir relacionar os mesmos com a produgdo de energia.:
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2 METOLOGIA

2.1 Material anddico

Cinco materiais de carbono, EFC (escova de fibra de carbono, 35mm de didmetro), DC1
(disco de carbono contendo 60% carbono e 40% argila), DC2 (disco de carbono consistindo de 505
carbono e 50% argila), DC3 (30% carbono, 35% grafite e 35% argila), DC4 (20% carbono, 40% grafite
e 40% argila) foram usados como anodos neste estudo. Os materiais foram imersos em acetona
por 12h e secos a 400°C por 1h para evitar a deposicdo de qualquer metal na superficie dos
materiais de carbono.

2.2 Construcdo e operacao da CEM

Uma camara simples de CEM foi projetada, consistindo em um recipiente de vidro com
volume total de 150mL. Uma folha de carbono foi usada como catodo e disposta em contato com
o ar de forma a agir como um selante da camara de CEM. Cinco camaras simples foram usadas,
cada uma contendo um tipo de material anddico. Cada camara foi inoculada com o mesmo
consércio microbioldgico coletado do efluente municipal. O meio anddico foi preparado com uma
solucdo de PBS de acordo com a referéncia (Logan, 2008) consistindo em NH4Cl 0,62g/L, NaH2PO4
4,9g/L, Na;HPO4 9,2g/L e KCI 0,26g/L. A solucdo foi reposta a cada 3 dias com solucdo de PBS (PBS
+ vitaminas e minerais). Todos os reatores foram mantidos em temperatura ambiente (202C) com
um resistor de 1000Q.

2.3 Andlise eletroquimica

A voltagem do reator de CEM foi medida num intervalo de tempo de 3 min usando um
sistema de aquisicdo de dados Keithley 2700 Multimetro (Excelink). A corrente e a densidade de
poténcia foram calculadas através das equacdes (3) e (4) em que | é a corrente, E a voltagem
medida, R a resisténcia externa, P a densidade de poténcia, e V o volume neto liquido do
compartimento anddico (Logan & Regan, 2006).

| = E/R (3)
P=IE/V (4)

Para obter a curva de polarizacao, a resisténcia externa foi ajustada de 100 para 700Q. A
eficiéncia Couldombica (EC) foi expressa como a razdo dos Coulombs realmente produzidos pelos
maximos Coulombs possiveis na remoc¢ao do substrato (Logan & Regan, 2006).

2.4 Analise da comunidade microbioldgica

A duracdo do experimento foi de 60 dias, e amostras do material anddico empacotado no
compartimento da CEM foram tiradas no comeco do experimento, apds o primeiro ciclo e no final
do experimento. As amostras do final do experimento foram filtradas e o sobrenadante foi
denominado liquido puro e o precipitado foi denominado anodo. O DNA foi extraido das
respectivas amostras usando o kit de isolamento Ultra Clean Microbial DNA (MO BIO Laboratories).
Na amplificacdo do 16S rRNA da bactéria, o primer senso 8F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’)
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e o primer antisenso 1492R (5’-GGW TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) foram usados. Os produtos PCR
amplificados foram purificados com o Kit de Purificacdo de PCR QlAquick.

As amostras do final do experimento foram ligadas ao Vetor pCR 4- Topo. Apds ligacdo, o
produto foi transformado em células competentes MH-a1, que foram verificadas usando placas de
Luria Bertani (LB), contendo kanamicina. Colonias brancas foram selecionadas e transferidas para
tubos de PCR. Outra amplificacdo foi realizada usando os primers M13F (5’-GTA AAA CGA CCA G-
3’) e M13R (CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’). Os resultados de PCR foram submetidos para
sequenciamento usando M13F.

Amostras do comego, apds o 12 ciclo e final do experimento, foram submetidas a outro
processo de PCR (“nested PCR” apds a 12 amplificacdo usando 8F e 1492R, os primers senso e
antisenso, respectivamente), no qual, os primers utilizados foram: 341F (5’-CGC CCG CCG CGC GGG
CGG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG CCT ACG GIG GCI GCA-3’) com “GCclamp” e 533R (5’-TIA
CCG Il CTI CTG GCA C-3’). Ap6s a amplificacdo, amostras foram submetidas a analise de DGGE
(Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnatura¢do) usado DGGE Biorad D code e Biorad Powerpac
Basic. O gel foi analisado em Biorad Gel Doc XR. As amostras foram cortadas e submetidas a uma
nova série de PCR sem lonosina. Os primers usados foram 341F sem | (5’- CGC CCG CCG CGC GCG
GCGNGGC GGG GGC ACG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG-3’) e 533R sem | (5’-ATT ACC GCG GCT
GCT TGG-3’).

As amostras foram entdo purificadas usando o Kit de Purificacdo de PCR QlAquick e
enviadas para o sequenciamento com os primers 341F sem o GC clamp (5’-CCT ACG GGA GGC AGC
AG-3’). Os resultados do sequenciamento de ambos, clonagem Shotgun e as bandas de DGGE,
foram analisadas com BLAST (Ferramenta Basica de Alinhamento Local de Sequéncias) via o Centro
Nacional para Informacgdo Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 O desempenho da CEM

As Figuras 1a e 1b mostram mudancas na densidade de poténcia e o potencial do eletrodo
(versus o eletrodo de hidrogénio padrdo) com a densidade de corrente para CEMs empacotadas
com diferentes materiais anddicos. EFC empacotada na CEM apresentou maior densidade de
poténcia dentre as cinco CEMs.

As densidades de poténcia maxima para EFC, DC1 e DC2 mostraram uma tendéncia
decrescente, sendo os valores encontrados de 24mW/m3, 20mW/m3, 8mW/m3,
respectivamente. Os discos de carbono 3 e 4 que continham grafite ndo foram estaveis durante
todo o experimento, desintegrando-se conforme o tempo, o que ndo permitiu a leitura da
densidade da poténcia para esses tipos de materiais. A Figura 1b indicou que a mudanca do
material do anodo interfere nas densidades de poténcia das CEMs.

Os materiais do anodo e os biofilmes ligados a eles foram os principais fatores influenciando
as caracteristicas dos anodos. Embora os trés materiais anddicos tenham composi¢des similares, o
conteudo de argila para o DC2 parece indicar que, quanto maior a porcentagem de argila no anodo,
menor o potencial do eletrodo. Isto pode ser explicado pela baixa condutividade da argila.
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Figura 1: Densidade da poténcia - (a) e potenciais do eletrodo como fungao da densidade de corrente; (b) para as
CEMs empacotadas com diferentes materiais anddicos (EFC, DC1, DC2).

A maior producao de energia e densidade de poténcia é vista para EFC que pode ser
explicada pelo fato de que a superficie da escova favorece a deposicdo do biofilme no anodo.
Portanto, as condi¢Oes oferecidas pela EFC podem contribuir para a maior quantidade de energia
gerada.

3.2 Andlise de diversidade com o método de biblioteca gen6mica

Para encontrar a influéncia dos materiais anédicos na composicao e estrutura da
comunidade microbioldgica, o biofilme ligado aos materiais anédicos empacotados nas CEMs foi
analisado quanto ao 16SrRNA e ao método da biblioteca gendmica no final do experimento (Tabela
1). 12 clones positivos (OTUs — Unidades TaxonOmicas Operacionais) foram escolhidos
aleatoriamente das bibliotecas microbioldgicas de cada material anddico para sequenciamento
como mostra a Tabela 1 e os tipos de microrganismos encontrados podem ser vistos na Figura 2.

Como pode ser visto na Figura 2, a diversidade microbiolégica foi relativamente a mesma
para todos os materiais anddicos. No DC2, porém, a capacidade de geracdo de energia foi a mais
baixa quando comparada com as outras trés embora a comunidade microbioldgica seja parecida a
encontrada para a EFC. Isto vai de encontro a literatura (Sun et al., 2011; Dias et al., 2019) que
sugere que a mera diversidade bioldgica ndo é a que determina a quantidade de corrente, mas sim
o tipo de microrganismo presente nessa diversidade pode estar associado a geracdo de energia.
Portanto, conhecer e entender a comunidade microbioldgica é crucial para poder relacionar uma
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geracao de energia mais eficiente ao tipo especifico de microrganismos encontrados no material
anddico na forma de biofilme.

Os resultados mostraram que os microrganismos na EFC da CEM variaram mais, e a comunidade
microbioldgica consistiu em Geobacter, Myxococcus, Ignavibacterium, Chlorobium, Korkinobacter,
Alistipes, Rhodopseudomonas, Xanthomonas, Citrumelo. O biofilme anddico do DC1 foi
predominante de Rhodopseudomonas, Alistipes, Chlorobium, Geobacter, Aminobacterium. O DC2
consistiu em Chlorobium, Rhodopseudomonas, Erysipelothrix, Caldisericum, Oscillobacter. Dentro
da diversidade microbiolégica das trés CEMs, Chlorobium e Rhodopseudomonas parecem estar
presentes em todas as CEMs enquanto que Geobacter é recorrente em ambas EFC e DC1.

Tabela 1: Bibliotecas gendmicas 16S rRNA bacterioldgico de diferentes materiais anddicos empacotados nas CEMs.

Tipo de Anodo Clonagem
P Numero de transformados | NUmero de clones positivos | OTUs
EFC 51 49 12
DC1 106 98 11
DC2 68 59 12
20 ]
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o
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m Proteobacteria Chlorobium
Bacteroidetes Euryarchaeota

m Bactéria ndo cultivaveis ® Firmicutes

Figura 2: Analise da comunidade microbioldgica para trés materiais anodicos diferentes (EFC, DC1, DC2)
apos clonagem Shotgun.

De forma geral, embora as amostras de DC2 mostraram uma variedade de clones positivos
para serem sequenciados, a analise da comunidade microbioldgica revelou que o seu material
anadico era constituido principalmente por Chlorobium. J4 a EFC e o DC1, mostraram a presenca
de Geobacter, sendo este mais predominante na EFC e consistente com o estudo realizado (Logan,
2008) que sugere que o aumento na geracdo de energia se deve a presenca de Geobacter no meio
anaddico.

3.3 Diversidade microbioldgica com o tempo (andlise DGGE)

A Figura 3 mostra que a comunidade microbioldgica varia com o tempo e essas diferengas
sdo notdveis desde o inicio de experimento, apds o 12 ciclo e no final do experimento. Como pode-
se ver na Figura 3, DC3 e DC4 ndo sao mostrados no gel DGGE ao final do experimento, porque o
material anddico desintegrou-se desintegrou com o tempo inviabilizando as analises seguintes.

HOLOS, Ano 36, v.2, e5645, 2020 _
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A primeira amostra corresponde ao efluente pode ser vista na Figura 3, ndo ha bandas mais
brilhantes do que as outras. Isso indica uma grande variedade microbioldgica sem que algum
microrganismo seja predominante sobre os outros. Uma mudanga clara pode ser vista nas faixas 2
e 3 quando o efluente ja se encontra em contato com o material anddico e envolvido pela solucdo
de PBS contendo vitaminas e minerais. Nessa etapa, ja ha uma selecdo natural da comunidade
microbioldgica. A concentracdao de oxigénio é importante durante o 12 ciclo do experimento da
CEM. Bandas mais evidentes sdo mostradas em posi¢cdes diferentes no gel quando comparadas
aquelas do inicio do experimento. A selecdo continua no final do experimento quando menos
bandas estdo presentes nas Ultimas trés faixas do gel. E possivel verificar que certos
microrganismos estdo presentes em todas as faixas e algumas diferencas sdo visiveis
principalmente na comunidade microbiolégica da EFC em relagdao ao DC2.

A Figura 4 mostra como o material microbiolégico do anodo e o liquido das EFC, DC1 e DC2
comportam-se no final do experimento. As réplicas mostradas na Figura 4 foram consistentes. Uma
banda evidente é mostrada em todas as amostras dos experimentos da CEM que se refere aquela
encontrada na Figura 3.

Figura 3: Gel DGGE com amostras no inicio (faixa 1 — efluente, faixas 2 e 3 rélica da amostra apds o inicio),
apos 12 ciclo (faixa 4 — EFC, faixa 5 — DC1, faixa 6 — DC2, faixa 7 — DC3, faixa 8 — DC4) e ao final do experimento
(faixa 9 — EFC, faixa 10 — DC1, faixa 11 - DC2).

Amostras da EFC (Figura 4) foram relativamente diferentes das demais amostras o que
indica que a comunidade microbiolégica exerce uma certa influéncia na geracdo de energia. Além
disso, amostras da superficie do material anddico e o liquido ndo mostraram diferencas relevantes.

As amostras de discos de carbono, no entanto, apresentaram algumas diferencas que poder
sem facilmente identificadas na Figura 4. Logo, a porcentagem da composicao dos discos exerce
uma influéncia na medida que a comunidade microbioldgica se associa ao material anddico e,
consequentemente, a geragao de energia.

HOLOS, Ano 36, v.2, e5645, 2020
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Figura 4: Gel DGGE da EFC, DC1 e DC2 do material anddico e liquido em replicata - Faixas 1 — controle positivo (E.
coli); 2 - controle negativo; 3 — material anddico da EFC; 4 — réplica do material anddico da EFC; 5 — liquido da
camara EFC; 6 — réplica do liquido da camara EFC; 7 — material anddico do DC1; 8 — réplica do material anédico do
DC1; 9 - liquido da camara DC1; 10 - réplica do liquido da camara DC1; 11 — material anddico do DC2; 12 - réplica
do material anddico DC2; 13 - liquido da camara DC2; 14 — réplica do liquido da camara do DC2.

Um total de 15 bandas foram selecionadas (de acordo com a intensidade) do gel DGGE de
cada material anddico e liquido para o sequenciamento (Tabela 2). As diversidades microbioldgicas
foram diferentes para todos os materiais anddicos. No DC2, a predominancia foi de Chlorobium e
bactéria desconhecida (também encontrada no DC2 devido ao material), Serratia, Synechocysas,
Synechocchus, ja o EFC era constituido de Bacillus, Flavobacterium, Synechocchus e
Porphyromonas.

E possivel dizer que a quantidade de microrganismos encontrados nas bandas DGGE foram
positivas para as amostras enviadas para o sequenciamento. E evidente que ambas as técnicas
(clonagem e DGGE) sdo diferentes e geram resultados distintos. Na realidade, quando comparadas
amostras das duas técnicas, o Unico grupo em comum é Chlorobium. Isto indica que este tipo de
grupo é abundante especificamente para estes tipos de discos de carbono.

A diversidade microbioldgica encontrada para as diferentes amostras de DGGE confirma o
que tem sido descrito (Logan & Regan, 2006) que uma quantidade limitada de substrato leva a uma
competicao entre as espécies presentes no meio. Esta selegao natural se inicia nas espécies
presentes que irdo variar até o ponto em que apenas as espécies dominantes permanegam no
meio. Isto pode ser visto com as espécies de Chlorobium que estdo presentes na etapa final do
processo. Os resultados ndo mostram a incidéncia de Chlorobium no inicio do processo. Isto, é
claro, ndo significa que eles ndo estao presentes desde o inicio, mas apenas em que a sensibilidade
do método DGGE sugere que as espécies de Chlorobium n3ao eram predominantes nos estagios
iniciais.

3.4 A combinac¢do dos métodos de identificacdo da comunidade microbioldgica

Como estudado por (Logan & Regan, 2006), ndo ha apenas uma espécie microbioldgica
presente no biofilme. Na realidade, hd uma variedade de espécies que trabalham em conjunto
para promover a biogeragao de energia. Dessa maneira, a Figura 5 mostra que a combinagdo dos
resultados da clonagem e DGGE em termos de anodo, liquido e liquido puro assemelham-se em
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termos da comunidade microbioldgica. A Figura 5 resume a diversidade de microrganismos
presentes no mesmo ambiente e como pequenas mudancas no material anddico podem
diversificar as espécies presentes nos mesmos. Também evidencia como ambas técnicas em
conjunto (clonagem Shotgun e DGGE) podem fornecer uma ideia mais ampla da comunidade
microbioldgica através da camara da CEM em toda sua extensdo e com o passar do tempo.

Tabela 2: 16sRNA microbioldgico das bandas de DGGE de diferentes materiais anddicos empacotados nas CEMs.

Tipo de Anodo . DGGE oy
Amostras submetidas | Amostras positivas | OTUs
EFC 5 4 4
DC1 6 6 5
DC2 4 4 3

Portanto, a Table 2 revela que a abundancia de microrganismos localizados no material
anddico adere-se a superficie produzindo o biofilme. Embora se mostrem mais diversos na EFC,
isso também acontece nos discos de carbono 1 e 2. E interessante notar que, quanto mais rapido
os discos de carbono dissolvam-se no meio, maior sera a quantidade de microrganismos
encontrados neste meio liquido. Isto pode ser visto para o DC2. Assim sendo, a variedade da
comunidade microbiolégica é importante na eficiéncia da CEM, mas é também importante a
maneira em que essa comunidade esta disposta na camara.

E possivel que uma estrutura mais duradoura permita que a comunidade microbiolégica
atue mais eficiente na geracao de energia. Entretanto, a principal pergunta a ser respondida é se
de fato essa biodiversidade é responsavel pela geracdo de energia ou ainda se ha uma sucessao de
microrganismos que precisam estar presentes para promover a geracao de eletricidade.

Os autores (Ki et al., 2008) sugerem que as espécies Bacteroidetes e Chlorobium
provenientes do lodo ativado desenvolvem-se desenvolvem principalmente nos estagios finais e
podem estar associadas com a geracao de energia. Se compararmos os resultados obtidos na
geracdo de energia (Figura 1) e os tipos microbioldgicos encontrados (Figura 5), é possivel perceber
gue a combinacdo dos dois tipos: Bacteroidetes e Chlorobium foi a que mostrou mais geracdo de
energia. Também foi a que mostrou maior variedade microbiolédgica do biofilme. DC2 mostrou uma
diversidade maior do que DC1 no meio liquido. Menos espécies aderidas ao anodo poderia explicar
0 porqué de a geracao de energia ter sido a menor para este tipo de CEM.

Embora o mesmo substrato tenha sido usado em todas as camaras, o material e a
conformacao dada pela andlise de comunidade microbioldgica mostraram que o tipo de anodo
influencia na formacgao do filme, principalmente com o tempo. Dessa maneira, a diversidade
microbioldgica pode fornecer as necessidades de outro tipo de bactéria num estagio inicial e
formar uma relagdo simbidtica durante todo o processo.
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Figura 5: Analise da comunidade microbiolégica para os trés materiais anddicos da CEM (resultados da clonagem
Shotgun + DGGE) - 1A (EFC — material anédico); 1L (EFC - liquido); 1P (EFC - liquido puro apés filtragem); 2A (DC1 -
material anddico); 2L (DC1 - liquido); 2P (DC1 - liquidp puro apds filtragem); 3A (DC2 — material anddico); 3L (DC2
— liquido) e 3P ( DC2 - liquido puro apds filtragem).

Tendo isso tem mente, os dois grupos de bactérias que foram encontrados
predominantemente em todas as cdmaras foram identificados pelo g-PCR como mostra a Figura 6.
Como pode ser visto na Figura 6, em termos de porcentagem (razdo do gene especifico pelo total
16S rRNA), Chlorobium aparenta ser o grupo de bactéria predominante nas CEMs.

A tendéncia mostrada pela Figura 6 comprova o descrito anteriormente de que este tipo
de bactéria ndo estd presente de forma significativa nos estdgios iniciais da amostra de efluente
utilizado neste CEM, mas tende a crescer conforme as condi¢cdes duradouras tornem-se cada vez
mais anaerdbias. A composi¢cdo anddica pode influenciar na condicdo de crescimento deste tipo
de bactéria.

Porém a incidéncia mais expressiva de Chlorobium no liquido e no liquido apds a filtragem
dos DC1 e 2, sugere que esta conformacao degrada com o tempo. Como o biofilme dissolve-se no
material anddico quando este também passa a desintegrar-se com o tempo, o Chlorobium é
encontrado em maior quantidade no meio liquido do que no préprio material anédico. Por outro
lado, um material anddico mais resistente, como a escova, providencia condi¢des mais propicias
ao crescimento de espécies como a Geobacter. Pode-se verificar que a Geobacter esta presente
em todos os estagios, em menor quantidade no efluente e mais expressiva no material que envolve
a escova e, principalmente no material anddico, inclusive do DC1.

Além de se verificar a conformacao do material anddico, escova ou disco, deve-se também
prestar aten¢do na composicao do material anddico. O EFC consiste em uma escova de fibra de
carbono enquanto o DC1 consiste em um material que é 60% carbono e 40% argila. Uma vez que
ambos os CEMs contém proporg¢des diferentes de carbono em suas composi¢des, mas mesmo
assim possuem geracao de energia semelhante, entdo os resultados mostram que deve haver pelo
menos uma combinagdo de 25% de Geobacter e Chlorobium no material anddico para que a CEM

HOLOS, Ano 36, v.2, e5645, 2020




LAMAS-SAMANAMUD, HOFFER, JIANG & LOURES (2020) H l] I_, [' S

IESN 1807 « 1600

seja capaz de gerar uma quantidade relativa de energia independente da diversidade
microbioldgica.
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Figura 6: Proporgdo de Chlorobium e Geobacter em termos da diversidade microbioldgica total para todas as
camaras através dos resultados de q-PCR - Efl (efluente); 12 (apds o 12 ciclo); 1A (EFC — material anddico); 1E (EFC —
escova); 1L (EFC - liquido); 1P (EFC - liquido puro apds filtragem); 2A (DC1 — material anddico); 2L (DC1 - liquido);
2P (DC1 - liquidp puro apos filtragem); 3A (DC2 — material anddico); 3L (DC2 - liquido) e 3P ( DC2 - liquido puro
apos filtragem).

A conformagdo do material anddico na escova fornece naturalmente uma maior
concentracdo microbioldgica, mas talvez a deposicao de multiplas camadas de microrganismos nao
seja o suficiente para garantir o melhor desempenho de todos esses microrganismos. A CEM
contendo DC1, por outro lado, fornece a quantidade suficiente para maximizar o biofilme formado
por esta bactéria. J4 na CEM contendo DC2, a proporcdo 50% carbono e 50% argila interfere no
desenvolvimento de condi¢Ges propicias para o crescimento de Geobacter. Embora tenha sido
ideal para Chlorobium, e este seja capaz de gerar energia, a geracao nao é tdo expressiva quanto
se a Geobacter estivesse presente. Além disso, os resultados mostram que a maior geragao de
energia esta associada realmente a relagdo simbidtica dos dois tipos de bactérias.

O desenvolvimento de novas metodologias pode aumentar a eficiéncia das CEMs tais como
a mudanca das caracteristicas fisicas como a espessura do biofilme. Para este estudo, o DC1 teve
o melhor desempenho, pois a sua conformacdo e material anddico foi suficiente para produzir
energia durante o tempo deste estudo. Sabe-se que esse tipo de disco se deteriora com o tempo
e, para isso, conformacdes mais resistentes como a escova podem se tornar mais vidveis para
células combustiveis de longa duracao.

Os resultados mostrados neste estudo indicam que isso é possivel. O principal obstaculo
estd na maneira de maximizar-se a eficiéncia. Como é comum para bactérias formar
conglomerados na superficie, uma alternativa para aumentar a eficiéncia e produtividade e,
portanto, uma maior bioremediacdo seria o de minimizar os efeitos dessa conglomeracdo e o
crescimento excessivo do biofilme. Uma camada Unica de bactéria numa superficie de eletrodo
pode produzir uma densidade de potencial médxima da ordem de 10> mW/m? (Liu et al., 2004) para
uma EFC.

HOLOS, Ano 36, v.2, e5645, 2020



LAMAS-SAMANAMUD, HOFFER, JIANG & LOURES (2020) H l] I_, [' S

IESN 1807 « 1600

4 CONCLUSOES

As densidades de poténcia maximas para EFC, DC1, DC2 mostraram uma tendéncia
decrescente de 24mW/m3, 20mW/m3, 8mW/m3, respectivamente. Os discos de carbono 3 e 4 que
continham grafite ndo foram estdveis durante todo o processo. Os discos de carbono comegaram
a desintegrar-se ao longo do tempo o que ndo permitiu a andlise de densidade de poténcia.
Portanto, o grafite ndo é um material adequado para ser usado em associagdo como disco de
carbono.

Os resultados mostraram que os microrganismos na EFC da CEM variaram mais e a
comunidade microbioldgica consistiu em Geobacter, Myxococcus, Ignivibacterium, Chlorobium,
Krokinobacter, Alistipes, Rhodopseudomonas, Pseudoxanthomonas, Xanthomonas, Citrumelo. O
biofilme do material anddico do DC1 foi predominantemente de Rhodopseudomonas, Alistipes,
Chlorobium, Geobacter, Aminobacterium. O DC2 consistiu em Chlorobium, Rhodopseudomonas,
Erysipelothrix, Caldisericum, Oscillobacter. Conhecer a comunidade microbiolégica da CEM é
importante porque fornece um melhor indicador de como o crescimento microbiolégico se
desenvolve sob diferentes tipos de substratos, comum em amostras de efluentes. Usar novos
materiais anddicos pode levar ao aumento da eficiéncia das CEMs, que é um método de geracdo
de energia muito mais ambiental.

Diferentes tipos de substrato podem também ser usados em CEMs e suas aplicagdes podem
ir além de estacdes de tratamento de efluentes domésticos. Alids, estudos sugerem que a
biorremediacdo e a geracdo de energia podem ser combinadas para outros tipos de efluentes
industriais que sdo recalcitrantes demais para serem tratados por métodos bioldgicos
convencionais. Dentre eles, o efluente téxtil e da industria de papel. Alguns podem ser realizados
em termos do substrato usado ou a combinagdao de um substrato complexo com agucares simples
gue permitem a conversao eficiente da matéria organica em energia.

As CEMs também podem ser usadas em sedimentos marinhos. Algumas modificacdes como
a adicdo de novas camaras podem ser usadas no processo de dessalinizacdo. Um estudo futuro
pode analisar as CEMs apenas utilizando a Geobacter isolada. Esta monocultura pode providenciar
evidéncias da CEM em relagdo ao fato de que a Geobacter é a grande responsavel pela geragdo de
energia ou se uma relacdo simbidtica com outros tipos de bactérias deve ser estabelecida para que
isto aconteca.

O grande desafio, sem duvida, estd no desenvolvimento de CEMs que possam competir
com outras formas de combustivel. Acredita-se que as CEMs de hoje podem ser usadas como
pequenos geradores portateis de energia semelhantes a baterias o que mostra o longo caminho
gue deve ser explorado para que elas possam ser usadas em escalas maiores e tornem-se ainda
mais economicamente vidveis na industria ambiental atual. Os novos desenvolvimentos
tecnoldgicos visam ampliar a aplicabilidade das CEMs. Sabe-se que elas sdo tecnologias capazes de
gerar eletricidade ao mesmo tempo em que promovem a biorremediacao.

O questionamento deve ser realizado no que se refere ao processo em si. E para que se
possa ampliar o uso das CEMs, deve-se focar também no estudo a nivel molecular. Citocromos,
conformacdo da membrana celular e vias metabdlicas podem ser ajustadas de forma a garantir
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melhor desempenho microbioldgico. Enzimas podem ser adicionadas para reduzir a energia de
ativacdo de modo que a degradacdo organica seja mais simples. Enzimas como a acilase podem
interferir na comunicagdo bacteriana e reduzir a deposicao de camadas de microrganismos no
biofilme.

Para garantir que as CEMs possam competir com tecnologias de combustiveis fésseis, o
custo dos reatores e a fonte de material devem ser considerados. As aplicacées das CEMs estdo
apenas na fase inicial e muito pode ser feito para auxiliar a minimizar ou corrigir a geracao
excessiva de residuos. A geracao de energia de forma renovavel é um desafio que deve ser levado
a sério e as CEMs podem ser uma alternativa promissora neste aspecto.
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